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Action de NaBH, sur VII. En solution acqueuse, & pH légérement alcalin, NaBH, est sans
action sur la ptérine VII, conformément aux propriétés chimiques d’une ptérine para-dihydrogénée.

Réduction catalytiqgue de VII. On hydrogéne 4 25° 5 mg de ptérine VII dissous dans 5 ml de
NaOH 0,05N, en présence de 10 mg de PtO,. En 10 min 'hydrogénation est terminée aprés ad-
sorption d’'une mol. d’hydrogéne par la ptérine VII. La ptérine tétrahydrogénée VIII ainsi ob-
tenue est incolore et ne présente pas de fluorescence. Son extréme instabilité plaide en faveur
de la structure tétrahydrogénée que nous lui avons attribuée. Dés I'ouverture de 1'appareil a
hydrogénation et méme en présence de NaBH, la ptérine VIII, au contact de I’air, reprend la
fluorescence jaune du produit de départ. Malgré toutes nos précautions et nos essais il nous a été
impossible de mesurer ses Rf et son spectre UV.

Réoxydation a Uair de VIII. Les produits de réoxydation, isolés selon les méthodes chromato-
graphiques habituelles, sont les suivants: xanthoptérine, amino-2-dihydroxy-6, 8-dihydro-7, 10-
ptéridine (1I) et acide amino-2-hydroxy-6-ptéridine-carbonique-9 (XVI}.

RESUME
L’ion CN— subit facilement une addition nucléophile sur le carbone 9 de la xantho-
ptérine et de la dihydro-7,10-xanthoptérine. Le nitrile ainsi formé est trés réactif
et n'est isolé que comme amide. Aprés réoxydation a l'air des différents produits

d’addition nucléophile on obtient principalement des dérivés de I'acide dihydro-7, 10-

xanthoptérine-carboxylique-9. Zurich, Institut de Chimie Organique

de I’Université

114, Substrat-bedingte Nachbargruppeneffekte
als bestimmende Faktoren bei der enzymatischen Hydrolyse

I. Neue Befunde an der Serum-Cholinesterase
von Elsbeth Schitzle und Max Rottenberg
(6. I1I. 62)

In fritheren Arbeiten!)?) waren wir drei Estern (I, IT und III) der Benzoesiure
begegnet, die sich in ihrer Hydrolyse-Geschwindigkeit bei neutralem und bei alkali-
schem pH vielseitig und charakteristisch unterscheiden. Es schien deshalb interessant,
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1) E. ScHATZLE, M. ROTTENBERG & M. THURKAUF, Helv. 42, 1708 (1959).
%) E. ScuirtzLE, H. UrRHEIM, M. RoTTENBERG & M. TuURKAUF, Experientia 77, 350 (1961).
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die beiden Ester IT und ITI mit Benzoylcholin (I}, einem Standardsubstrat fiir Serum-
Cholinesterase?) bei der Enzym-katalysierten Hydrolyse zu vergleichen.

In Tabelle 1 ist der Aktivierungsgrad f4) zusammen mit den Hydrolyse-Geschwin-
digkeitskonstanten £%,,, zusammengestellt; %, bedeutet die auf Benzoylcholin
(k.,; = 1) bezogene Hydrolyse-Geschwindigkeitskonstante des Esters in jeder Mess-
reihe.

Diskussion der Resultate

Der Aminoxid-Ester II ist in der protonierten Form isoster und iso-elektronisch
mit Benzoylcholin und sollte deshalb bei der enzymatischen Hydrolyse das Standard-
Substrat gut ersetzen konnen, falls die rdumliche Gestalt der entscheidende Faktor
wire; ein weniger gutes Substrat wire Ester III, der sich mit seinem eingebauten
Pyridinring rdumlich bedeutend stirker als II vom Cholin unterscheidet. In Wirk-
lichkeit sind aber die Verhiltnisse gerade umgekehrt, wie die Messungen (Tabelle 1)

Tabelle 1. Aktivierungsgrad f der Ester I, Il und IIT

alkalisch neutral enzymatisch
Ester
f koo | Ref. f kpe | Ref. Rret®) Ref.
I 500 1 1 20 1 1 1 5)
1I 250 | 0,5 5) 2000 | 100 1 0,17; 0,26; 0,33 5)
IIT | 1500 | 3 2) 60 3 5 11,0;1,2;1,1 5)

deutlich zeigen; wir miissen deshalb versuchen, den enzymatischen Vorgang im Sinne
neuer Anschauungen zu interpretieren. Wiirde man bei allen drei Estern eine gleich
gute riumliche «Passform» in bezug auf das Enzym voraussetzen, so konnte man sie
hinsichtlich ihrer durch die Molekel-Struktur bedingten Hydrolysierbarkeit in drei
qualitativ verschiedene Reaktivitits-Kategorien einteilen:

Ester vom Typus I, mit dominierendem elekérosiatischem Effektt), werden besonders
schnell alkalisch hydrolysiert.

Ester vom Typus II unterliegen infolge des vorgelagerten Protonengleichgewich-
tes!) einer allgemeinen Sdure-Basen-Kalalyse und deshalb einer schnellen Hydrolyse
bei neutralem pH.

Ester vom Typus III, gekennzeichnet durch einen Spezial-Hydrolysen-Mechanis-
mus?): Nachbargruppeneffekt ermoglicht intramolekulare nucleophile Katalyse, dies
erleichtert Addition von H,0 oder OH~- an die Ester-carbonylgruppe; der Ester zeigt
beschleunigte Hydrolyse im neutralen und im alkalischen Medium.

Uberraschenderweise erweist sich nun gerade dieses Pyridinderivat 111 als ein dem
Cholinester gleichwertiges Substrat fiir Serum-Cholinesterase. Dieser Befund ist am

3) W. KaLow, K. GENEST & N. StaronN, Canad. J. Biochemistry Physiol. 34, 637 (1956).

4) Als bequemes, willkiirliches Mass fiir den Aktivierungsgrad (Labilitit) eines Esters AB der
Benzoesdure mit dem Alkohol A verwenden wir das Verhiltnis f der Reaktionsgeschwindig-
keitskonstanten der Hydrolyse des betr. Esters, bezogen auf diejenige von Athylbenzoat
EtB: f = kaB/kEtB.

5) Diese Arbeit.

%) Die verschiedenen Zahlenwerte entsprechen verschiedenen Enzympriparaten, Enzymkonzen-
trationen oder Inkubationszeiten.
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besten vereinbar mit der Annahme, dass bei der enzymatischen Hydrolyse ein ge-
schwindigkeitsbestimmender Einzelschritt mit nucleophiler Katalyse auftritt?). Als
nucleophiles Zentrum kime vorzugsweise die -CH,OH-Gruppe des den aktiven Bezirk
charakterisierenden Serin-Restes?) am Enzym in Frage. Die bevorzugten Substrate
der Serum-Cholinesterase sind Ester, die von der Alkokol-Seite her aktiviert sind;
auch aus diesem Grunde?®) ist der Mechanismus einer nucleophilen Katalyse sehr nahe-
liegend und ist in der Figur schematisch skizziert.

Py | | N

Gl M. /\o—cm_ z
HzC NPh Y
Substrat i

Nucleophile Katalyse der enzymatischen Hydrolyse von Ester IIT

Experimenteller Teill0)

1) Substrate. — Benzoylcholinchlorid (I): Praparat von HoFFMaANN-LA RocHE. Wurde direkt
verwendet.

Benzoyloxydthyl-dimethylaminoxid (11). Vgl. 1).

2-Benzoyloxymethyl-N-methyl-pyridiniumchlovid (III). — a) 2-Benzoyloxymethyl-pyridin-
hydrochlorid. Die Lésung von 22 g Pyridyl-2-carbinol (FLUKA) in 250 ml abs. Toluol wurde unter
vermindertem Druck auf ca. 100 ml eingedampft. Unter Kiihlung im Eisbad gab man 26 ml Ben-
zoylchlorid zu. Nun wurde abwechselnd geschiittelt und gekiihlt, bis keine weitere Erwdrmung
mehr stattfand. Nach zweitigigem Stehen bei ca. 20° hatte sich 4,8 g Niederschlag gebildet (durch
IR.-Spektrum identifiziert als Pyridyl-2-carbinol-hydrochlorid, Smp. 105-107°). Er wurde ab-
filtriert und mit total 400 ml Methylenchlorid gewaschen, Die vercinigten Toluol-Methylen-
chlorid-Lésungen wurden bei 40-50° im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde durch
Losen in 75 ml warmem Methylenchlorid und Zusatz von 200 ml Essigester umbkristallisiert.
Smp. 131-133°; 35 g (70%, d. Th.).

b) 2-Benzoyloxymethyl-N-wmethyl-pyridiniumjodid. Obiges Hydrochlorid (25 g) wurde durch
Behandeln mit KHCO;-Losung und Extrahieren mit Methylenchlorid in die freie Base iiber-
gefithrt. Diese wurde in 100 ml Benzol und 20 ml Methyljodid bei ca. 20° im Dunkeln aufbewahrt.
Nach 7 Tagen wurde der entstandene krist. Niederschlag abfiltriert und mit viel Benzol und
zuletzt mit Ather gewaschen. Das getrocknete Priparat vom Smp. 185-186° war analysenrein:

CuHyO,NI  Ber. C47,33 H3,97 N3, I3573%
(355,25)  Gefll) ,, 47,18 ,, 4,08 ,, 4,01 ,,35,51%

c) Methochlovid II. Aus dem Jodid durch Schiitteln (45 Min.) mit Uberschuss an frisch-
gefilltem AgCl in Wasser, Filtrieren und Eindampfen unter vermindertem Druck (Rotations-
Verdampfer; Wasserbad von 33°). Der Riickstand wurde aus moglichst wenig heissem Wasser
durch Zusatz von viel Aceton umkristallisiert. Gelegentlich enthalten die Pridparate Kristall-

%) Zur Definition vgl. M. L. BENDER, Chem. Reviews 60, 53 (1960).

8) Vgl. K.-B. AUGUSTINSSON, in BoyER-LARDY-MYRBACK, The Enzymes, Vol. 4, Part A, S. 536—
537 (1960).

%) W. P. JENCKS & J. CARRIUOLO, J. Amer. chem. Soc. 83, 1743 (1961).

10y Dije Smp. sind unkorrigiert; Fehlergrenze ca. 4- 3°.

1y Mikro-Analysen von Herrn E. THOMMEN, Universitit Basel.
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wasser. Smp. unscharf, Zers. bei ca. 180°. Praparat A, mit ca. 1 HyO pro Mol; Analyse!l) nach
scharfem Trocknen (10 h bei 100° im Olpumpen-Vak. iiber P,0,,). Priparat B, lufttrocken ana-
lysiert1%), C,,H,,O,NCl Ber. (63,76 HS536 N 531 Cl13,449
(263,80) Gef. A ,, 63,25 ,, 597 ,, 5,00 ,, 13,26%
B, 63,71 , 550 ,, 539 ,, 13,439
Fiir die Messungen wurde das Priparat B verwendet.

2) Die Geschwindigheit dev alkalischen Hydvolyse haben wir, dhnlich wie frither 2), durch
potentiometrische Titration bei konstantem pH gemessen®), jedoch ist die Apparatur inzwischen
wesentlich verbessert worden4). Aus dem Verlauf der Titrationskurven wurde nach dem zweiten
(halbgraphischen) Verfahren von GucGENHEIM %) die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante erster
Ordnung k, berechnet; die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus vier Messungen mit Fehler-
grenze + 5%. Bei pH 10,01%) und 19,6° fanden wir die Werte der Tabelle 2.

Tabelle 2. Hydrolysegeschwindigheitskonstanten dev Ester I, II und IIT

Ester I 1I 111

ky - 10% (min-1) 1,8 0,88 5,2

C, = 0,025 (Anfangskonzentration des Esters in bidest.
Wasser); Ionenstirke 4 = 0,5M (Zusatz von KCl).

3. Ester III, Neutval-Hydrolyse. Diese Messreihe wurde unter den schon friither fiir Ester I
und Ester II beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt und ergab eine Geschwindigkeits-Kon-
stante erster Ordnung &, = 7,0 - 70-% & 0,3 - 70-° min-1 (Temperatur: 100° £ 0,2°; Anfangs-pH:
4,90; End-pH: 3,08).

4) Messungen mit Serum-Cholinesterase. Die Geschwindigkeit der Enzym-katalysierten Ester-
Hydrolyse messen wir nach dem Prinzip der Methode von HesTRIN'?): Die Konzentration des
noch nicht verbrauchten Substrates wird gemessen, indem man den Ester mit alkalischer Hydro-
xylamin-Losung quantitativ umsetzt und die entstandene Hydroxamsdure als Eisen(I1I)-Komplex
kolorimetrisch bestimmt. Wir arbeiten im wesentlichen nach der Modifikation von Prrz!8), die
den besonderen Vorteil bietet, dass nach Ausfillung der Serum-Proteine klare und relativ stabile,
fiir die Photometrie geeignete Farblésungen entstehen. P1rz18) hat das Verfahren ausfiihrlich
beschrieben, so dass es hier geniigt, folgende Versuchsbedingungen anzugeben: Substrat-Anfangs-
konzentration C, = 0,0016M; pH: 7,20 (Phosphat-Borat-Puffer 0,1M); Temperatur: 37° 4 0,5°.

12) Halbmikro-Analyse von Herrn H. WALTER, Laboratorium Wimmis,

18) Vgl. C. F. JacoBsEN, J. L¥tonis, K. LINDERSTROM-LANG & M. OTTESEN, Methods of Biochem-
ical Analysis 4, 171 (1957).

14) Die Messanordnung ist in unserem Physik-Laboratorium konstruiert und weiterentwickelt
worden; wir danken unserem Kollegen H. UrRHEIM, dipl. Physiker ETH, fiir seine wertvolle
Mitarbeit.

1y E. A. GUGGENHEIM, Phil. Mag. [7] 2, 538 (1926).

18) In der fritheren Arbeit?) haben wir die Kinetik der alkalischen Hydrolyse von Ester I und
Ester IT bei dem gleichen streng konstant gehaltenen pH verfolgt, das wir als pH 11,0 bestimmt
hatten; aus dem Verhiltnis der gefundenen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden weitgehende
Schlussfolgerungen gezogen. Es hat sich nun gezeigt, dass bei so hohen OH--Konzentrationen,
und mit der damals verwendeten Glas-Elektrode die am Instrument abgelesenen pH-Absolui-
Werte mit einem relativ grossen Alkali-Fehler behaftet sind, so dass sich die absoluten Ge-
schwindigkeitskonstanten nicht genau auf das pH 11,0 beziehen. Aus diesem Grunde messen
wir jetzt bei einem pH von hochstens 10, unter Verwendung einer verbesserten Glaselektrode.
Ein Blick auf die fritheren %) und die jetzigen Messwerte ergibt die beruhigende Feststellung,
dass das Verhdltnis kyylky = Rypp po vollkommen unverdndert bleibt.

17} Vgl. K. B. AUGUSTINSSON, in GLICK, Methods of Biochemical Analysis, Vol. 5, 1-63 (1957)

18) W, P1rz, Klin. Wochenschr. 36, 1017 (1958).
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Die optische Messung erfolgt in einem automatisch registrierenden Spektralphotometer
(PERKIN-ELMER, Spectracord 4000) 30 bis 40 Min. nach Zusatz der FeCl;,-Losung bei 540 myu
(Absorptions-Maximum der Benzhydroxamsiure). Als Leerwert dient eine Loésung, die alle
Reagenzien, aber kein Substrat enthilt.

Als Enzympriparate verwendeten wir:

a) Standavd-Human-Serum, vom SCHWEIZERISCHEN ROTEN KREuz, wurde direkt verwendet;

b) Angereichertes Human-Serum (KaBi-Serum)?%); Fraktion IV-6-3 aus Retroplacentar-
serum, Cholinesterase-Aktivitit ca. 100fach angereichert. Fiir die Inkubationen wurde es mit soviel
physiologischer Kochsalzlssung verdiinnt, dass die Enzym-Aktivitit pro ml Ldsung in der Gros-
senordnung derjenigen des Normalserums lag (13,5 mg Trockenpriparat in 10 ml NaCl-Loésung).
Die Reaktion wurde jeweils in Gang gesetzt durch Zusammengeben von 5,00 ml Substrat-Losung
0,0016m und 0,10 ml Standard-Serum bzw. Enzym-L8sung (aus KaBi-Serum). Aus den abge-
lesenen Extinktionswerten berechnen wir die Reaktionsgeschwindigkeiten v, ausgedriickt in
uMol Substrat umgesetzt pro Std. und pro ml Enzym-Losung bzw. Serum. Die einzelnen Messungen
sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3. Geschwindigheiten v der enzymatischen Hydvolyse dev Ester I-111

Substrat Enzym Inkubations- Extinktion . v pro ml
ubstra (Serum) zeit (min) Analyse Blind- # Mol/h
versuch*)
Standard 45 0,0835 0,2076 63,7
I Kani 45 0,1024 0,2007 52,2
KaBr 20 0,1612 0,2007 46,5
Standard 45 0,1707 0,2147 21,8
1I Kasr 45 0,1871 0,2147 13,7
KaBr 20 0,2076 0,2147 7,8
Standard 45 0,0757 0,2218 70,2
111 KaB1 45 0,0862 0,2147 64,0
Kas1 20 0,1739 0,2147 45,6
*) Gleicher Ansatz wie «Analyse», aber ohne Enzym.

SUMMARY

Comparative rate studies are presented on the choline-esterasecatalyzed hydro-
lysis of selected synthetic substrates. Taken in conjunction with previous work on
non-enzymatic hydrolysis, the present results provide new evidence that factors
other than molecular shape are essential in determining substrate specificities, one
important feature being the availability, on the substrate level, of pathways involving
anchimeric participation of neighbouring groups during nucleophilic attack on the
ester carbonyl. It is suggested that nucleophilic catalysis is a rate determining step

i line-est 7 is.
in choline-esterasecatalyzed hydrolysis KTA Laboratorium Wimmis (Bern)

19) Dicses kostbare Material wurde uns von der Firma AB Kagi1, Stockholm, in verdankenswerter
Weise zur Verfiigung gestelit.





